造血干细胞移植（HSCT）是白血病、淋巴瘤、多发性骨髓瘤、骨髓增生异常综合征、免疫缺陷病、先天性疾病等多种疾病的重要治疗手段。造血前体细胞（hematopoietic progenitor cells, HPC）通过骨髓或外周血造血干细胞（peripheral blood stem cell, PBSC）的捐献而获得。在过去的20年中，PBSC采集已经逐渐取代了骨髓捐献，目前有99%的自体移植和71%的异基因移植依赖PBSC[@b1]，欧洲骨髓移植年会的调查报告称该趋势开始于20世纪90年代早期并逐渐占主导地位[@b2]。对供者而言，采集PBSC不需要麻醉和多部位穿刺，较安全且易被接受[@b3]。PBSC动员和采集可导致供者发生低热、头痛、肌痛、骨痛、腰痛、口周麻木等不良反应[@b3]，但对异基因供者血常规指标的影响鲜有报道。本研究探讨PBSC连续采集对异基因供者外周血细胞计数的影响以及供者对连续采集的耐受性。

对象和方法 {#s1}
==========

1．研究对象：2013年1月1日至2014年12月31日在浙江大学医学院附属第一医院接受PBSC动员采集的166名亲缘异基因供者纳入本研究。男86名，女80名；中位年龄40.5（15.0\~60.0）岁，≤29岁43名（25.9%），30\~39岁32名（19.28%），40\~49岁68名（40.96%），50\~60岁23名（13.86%）；中位体重62（40\~110）kg，中位体重指数（BMI）为23.1（16.2\~33.1）kg/m^2^，偏瘦（BMI\<18.5 kg/m^2^）8名（4.82%），正常（BMI 18.5\~23.9 kg/m^2^）92名（55.42%），超重（BMI 24.0\~27.9 kg/m^2^）48名（28.92%），肥胖（BMI ≥28.0 kg/m^2^）18名（10.84%）；中位身高为165（145\~185）cm。所有供者对本研究均知情同意，研究方案获本院医学伦理委员会批准。

2．PBSC的动员和采集：全部166名供者均于G-CSF 5\~10 µg·kg^−1^·d^−1^动员后第3天（20名）或第4天（146名）开始采集PBSC，每天1次，连续2 d。采用COBE Spectra 6.1血细胞分离机（美国Terumo BCT公司产品）的单个核细胞（MNC）采集程序进行单采，处理血量为供者血容量的1.5\~2.5倍（7 000\~11 000 ml），流速为30\~75 ml/min，以枸橼酸（ACD）液为抗凝剂。计算每次采集物中MNC和CD34^＋^细胞的采集总量。

3．观察方法：留取供者PBSC动员前（基线）、采集前、第1次采集后和第2次采集后的外周血标本，用Coulter血细胞计数仪进行血细胞分析，测定外周血及采集物中的HGB、WBC和PLT。

4．统计学处理：应用SPSS 19.0统计软件对数据进行分析。数据采用中位数表示，组间比较采用两独立样本*t*检验、单因素方差分析以及直线相关分析，*P*\<0.05为差异具有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．连续采集对供者HGB、PLT及WBC的影响：全部166名供者动员前（基线）、采集前、第1次采集及第2次采集后HGB、PLT、WBC结果见[表1](#t01){ref-type="table"}。与动员前比较，采集前PLT下降（*t*=3.240，*P*\<0.001），WBC升高（*t*=38.440，*P*\<0.001），HGB变化不明显（*t*=1.496，*P*=0.136）。与采集前相比，第1、2次采集后HGB均降低（*t*=2.265，*P*=0.024；*t*=2.435，*P*=0.015），PLT均下降（*t*=12.732，*P*\<0.001；*t*=23.578，*P*\< 0.001），WBC差异无统计学意义（*t*=0.739，*P*=0.461；*t*=1.613，*P*=0.108）。全部166名供者在PBSC采集后均无明显临床出血倾向。

###### 166名外周血造血干细胞供者动员前及采集前后的血细胞计数

  时间          HGB(g/L)          PLT(×10^9^/L)     WBC(×10^9^/L)
  ------------- ----------------- ----------------- ---------------------
  动员前        145(94\~181)      231(105\~490)     6.3(2.4\~12.1)
  采集前        143(98\~177)      202(77\~484)^a^   45.9(20.8\~94.5)^a^
  第1次采集后   139(95\~168)^b^   131(61\~298)^b^   47.3(13.7\~89.4)
  第2次采集后   138(93\~167)^b^   95(39\~210)^b^    47.3(16.6\~86.0)

注：与动员前比较，^a^*P*\<0.001；与采集前比较，^b^*P*\<0.05

2．采集物中血细胞含量与外周血细胞降幅的关系：将2次采集物中血细胞计数之和与供者外周血中减少的血细胞总含量比较。采集物中位HGB为22（9\~51）g/L，与供者外周血HGB降幅呈低度正相关性（*r*=0.297，*P*=0.017）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）；采集物中位PLT为3.86（2.15\~9.38）×10^12^/L，与供者外周血PLT降幅高度相关（*r*=0.719，*P*\<0.001）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![采集物HGB与供者外周血HGB降幅的相关性](cjh-36-12-1011-g001){#figure1}

![采集物血小板计数与供者外周血血小板计数降幅的相关性](cjh-36-12-1011-g002){#figure2}

3．年龄对采集PBSC后供者HGB、PLT降幅的影响：≤29、30\~39、40\~49、50\~60岁4个年龄组供者在采集PBSC 2次后HGB降幅差异有统计学意义（*P*=0.029），但两两比较差异均无统计学意义（*P*≥0.05）；各年龄组PLT降幅差异无统计学意义（*P*\>0.05）。详见[表2](#t02){ref-type="table"}。

###### 不同年龄组供者采集PBSC后HGB、PLT降幅比较

  组别        样本量   HGB降幅(g/L)   PLT降幅(×10^9^/L)                
  ---------- -------- -------------- ------------------- ------------- --------------
  ≤ 29岁        43      5(−6\~11)         6(−5\~16)       72(23\~144)   115(47\~196)
  30\~39岁      32      3(−6\~15)         5(−4\~12)       58(27\~153)   101(44\~227)
  40\~49岁      68      3(−7\~11)        5(−10\~16)       71(6\~195)    108(7\~274)
  50\~60岁      23      3(−2\~14)         6(0\~21)        73(13\~187)   108(47\~263)
                                                                       
  *F*值                   1.496             3.088            0.520         0.575
  *P*值                   0.218             0.029            0.669         0.632

注：各年龄组间两两比较，*P*值均≥0.05

4．体重指数（BMI）对采集PBSC后供者HGB、PLT降幅的影响：不同BMI供者2次采集PBSC后HGB降幅差异均有统计学意义（*P*=0.003，*P*\<0.001），偏瘦组供者HGB下降最明显。PLT降幅差异无统计学意义（*P*\>0.05）。详见[表3](#t03){ref-type="table"}。

###### 不同体重指数（BMI）供者采集外周血造血干细胞后HGB、PLT降幅比较

  组别     样本量   HGB降幅(g/L)   PLT降幅(×10^9^/L)                
  ------- -------- -------------- ------------------- ------------- --------------
  偏瘦       8        6(3\~10)         9(5\~21)        80(58\~113)   139(7\~173)
  正常       92      4(−6\~15)         7(−5\~16)       70(15\~195)   106(30\~274)
  超重       48     2(−7\~8)^a^      5(−5\~11)^b^      69(6\~187)    105(48\~263)
  肥胖       18       3(−7\~9)       3(−10\~13)^c^     78(37\~143)   119(61\~195)
                                                                    
  *F*值                4.764             6.427            0.516         0.560
  *P*值                0.003            \<0.001           0.672         0.642

注：偏瘦：BMI\<18.5 kg/m^2^；正常：BMI 18.5\~23.9 kg/m^2^；超重：BMI 24.0\~27.9 kg/m^2^；肥胖：BMI≥28.0 kg/m^2^。与正常组比较，^a^*P*=0.023；与偏瘦组比较，^b^*P*=0.013，^c^*P*=0.005，其余各组间两两比较*P*值均\>0.05

讨论 {#s3}
====

正常人外周血PBSC的含量很低，CD34^+^细胞仅占外周血单个核细胞0.01%\~0.1%，有效的动员可使外周血中PBSC数量增加数十倍，并且自我更新和复制能力增强[@b4]。通常认为PBSC供者相比于骨髓供者有较少的压力[@b5]--[@b6]，其实不然，PBSC捐献有其他的压力因素，G-CSF对供者短期及长期的影响尚不明确[@b7]--[@b10]。近期的研究结果表明G-CSF对健康供者的止血功能有一定影响[@b11]--[@b13]。与骨髓移植比较，PBSC移植可采集到更多的造血干细胞，植入速度更快，感染并发症较少，移植物抗宿主病（GVHD）的发生率更高，意味着移植物抗肿瘤效应更强[@b14]--[@b15]。研究证实异基因PBSC供者严重不良反应的发生率远低于骨髓供者[@b16]。最初PBSC采集仅用于血缘相关供者，随着安全数据的积累，也逐渐用于无关供者。异基因PBSC采集的两个关键因素是供者的安全性和提供能保证良好移植效果的采集物。影响PBSC供者安全性的因素包括G-CSF剂量和PBSC采集次数[@b14]。

Cooling等[@b17]发现，虽然WBC在动员第5天仍在继续增加，但CD34^+^细胞开始减少，Flommersfeld等[@b3]也发现动员第4天采集PBSC较动员第5天更有效。因而本研究中全部166名供者均在G-CSF动员3\~4 d后开始采集PBSC。

Chen等[@b18]研究发现，在PBSC采集后供者外周血HGB即刻出现下降，但仍在正常范围之内；PLT在G-CSF动员5 d后出现轻度降低，而在PBSC采集后立即出现明显降低。本研究中，PBSC采集1次及2次后供者外周血HGB有轻度下降，但均高于或接近正常下限值，与Chen等[@b18]的研究结果相同。另外，本研究中2次PBSC采集后PLT均有下降（*P*\< 0.05），与Chen等[@b18]的研究结果相符合。因而对初始即有血小板减少的供者应密切观察，必要时予输注血小板以避免出现出血[@b19]。美国骨髓捐赠者登记中心（NMDP）规定，供者在PBSC采集前，若第1天PLT\<120×10^9^/L或第2天\<80×10^9^/L需考虑该供者PBSC采集的安全性，以避免在采集后出现血小板计数\<50×10^9^/L[@b20]。

常乃柏等[@b19]用化疗加G-CSF进行自体PBSC动员，采集物中HGB与患者外周血HGB降幅明显相关，采集物中PLT与外周血PLT降幅也明显相关，提示采集物中红细胞和血小板污染是造成患者PBSC采集后贫血和血小板减少的原因。本研究中，我们发现采集物中HGB与供者外周血HGB降幅呈弱相关性，这可能与COBE机器在分离造血干细胞的同时对红细胞造成机械性的破坏与移除有关。而采集物中PLT与外周血PLT降幅高度相关，提示采集物中血小板污染是引起供者血小板减少的主要原因。

不同年龄组的供者在连续2次PBSC采集后HGB降幅有组间差异，但两两比较差异无统计学意义，而血小板计数组间比较差异无统计学意义，提示PBSC采集对60岁及以下的健康供者均具有相同的安全性。不同BMI值组的供者在PBSC采集1次及2次后HGB均出现组间差异，偏瘦组血红蛋白浓度下降程度远远高于超重组及肥胖组，这可能与偏瘦组例数较少以及采集参数设置引起偏差有关。粟亚丽等[@b21]在67名儿童\[中位体重28.5（11\~70）kg\]中成功采集PBSC，可见体重偏轻并不是采集PBSC的禁忌。余喆等[@b22]发现供者体重与采集物中MNC及CD34^+^细胞数有关：供者体重越大，收获的MNC及CD34^+^细胞数越多。对于偏瘦供者，应在参数设置上进行调整，减少供者外周血HGB降幅，提高PBSC采集的安全性。

Gordon等[@b23]的研究显示，血小板计数平均在PBSC采集结束1个月后恢复至正常范围，但恢复至基线水平至少需3个月，这可能与血小板正常值范围较宽有关。Kindwall-Keller[@b24]报道在PBSC采集20 d后PLT开始回升。

本研究结果表明，在对健康异基因供者进行PBSC采集的过程中可能出现外周血HGB轻度下降，但对60岁及以下的健康供者具有相同的安全性，对偏瘦的供者应调整采集参数以保证安全。采集PBSC会增加供者发生血小板减少的风险，减少的程度与年龄及BMI值无关。本研究结果提示，用COBE Spectra 6.1血细胞分离机对供者进行连续2次的PBSC采集总体是安全的。
